



2005, tom 12, nr 11, 713–725
Copyright © 2005 Via Medica
ISSN 1507–4145
Adres do korespondencji: Dr hab. med. Jadwiga Jośko
Katedra i Zakład Medycyny i Epidemiologii Środowiskowej Śl. AM
ul. H. Jordana 19, 41–808 Zabrze
tel./faks (0 32) 272 28 47; e-mail: jjosko@slam.katowice.pl
Nadesłano: 10.05.2005 r.      Przyjęto do druku: 27.07.2005 r.
Sposoby usprawniania angiogenezy
terapeutycznej w chorobach serca
Rationalization of therapeutic angiogenesis in heart diseases
Jadwiga Jośko i Marcin Kostkiewicz
Katedra i Zakład Medycyny i Epidemiologii Środowiskowej w Zabrzu
Śląska Akademia Medyczna w Katowicach
Abstract
Modern experimental strategy of treatment of miocardial ischaemia is based on the induction
of neovascularisation using mediators inducing angiogenesis. Most frequently used angiogenic
cytokines are VEGF, FGF, IGF, PDGF and HGF. These are administered either intrave-
nously or locally to the heart muscle, pericardium, coronary vessels, intraadventitially and
perivascularly. Angiogenic cytokines are also applied as genes transfer by adenoviruses and
administration of naked DNA or mioblasts producing growth factors. Much attention has been
paid lately to the issue of cardioprotection and therapeutic angiogenesis without the use of
cytokines but grafting of endothelial progenitor cells as well as hypoxic and ischaemic precon-
ditioning. (Folia Cardiol. 2005; 12: 713–725)
angiogenesis, cardioprotection, preconditioning, gene therapy, VEGF, FGF, IGF,
PDGF, HGF, endothelial progenitor cells
Terapeutyczna angiogeneza
Nowoczesna eksperymentalna strategia lecze-
nia niedokrwienia mięśnia sercowego polega na wy-
wołaniu neowaskularyzacji przy użyciu mediatorów
indukujących angiogenezę.
Taka strategia leczenia to terapeutyczna angio-
geneza, która pojawiła się jako uzupełniająca me-
toda terapii niewydolności naczyń. Jej skuteczność
początkowo wykazano u pacjentów z ciężkimi obja-
wami krytycznego niedokrwienia kończyn [1].
Wkrótce prace kliniczne poszerzono o informacje do-
tyczące osób z ciężkimi objawami choroby wieńcowej,
którzy nie kwalifikowali się do rewaskularyzacji.
Oszacowano, że stanowią oni do 12% pacjentów kie-
rowanych do ośrodków referencyjnych [2].
Obecnie sprawdza się skuteczność terapeu-
tycznej angiogenezy w schorzeniach, takich jak
zawał serca, choroba niedokrwienna serca, niewy-
dolność serca, kardiomiopatie. Metody przyjmowa-
ne w celu osiągnięcia kardioprotekcji poprzez tera-
peutyczną angiogenezę w tych i innych schorze-
niach przedstawiono na rycinie 1, a metody
usprawniania angiogenezy na rycinie 2.
Kardioprotekcja poprzez
podawanie cytokin
Sposób i miejsce podania czynników
angiogennych. Czynniki wzrostu podaje się w po-
staci iniekcji dożylnych, do mięśnia sercowego, wle-
wów do tętnicy wieńcowej; selektywnej, regulowa-
nej ciśnieniem infuzji wstecznej żył wieńcowych;
iniekcji okołoprzydankowych (w pobliżu naczyń
wieńcowych), śródprzydankowych; iniekcji do
osierdzia [3–14] (ryc. 3).
W przypadku podawania cytokin dożylnie obser-
wuje się ich niepożądane działanie ogólnoustrojowe
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oraz zmniejszone oddziaływanie na serce w wyniku
rozcieńczenia podanej dawki w łożysku naczyniowym
i zatrzymania dużej części dawki w łożysku płucnym
(sekwestracja płucna). Dlatego też lokalne dostarcza-
nie rekombinowanych białek lub genów uważa się za
optymalne. W badaniach klinicznych preferuje się
drogę podania do naczyń wieńcowych (białek lub
adenowirusów) lub do mięśnia sercowego (nagiego
DNA lub adenowirusów) [3, 15, 16].
Bezpośrednie iniekcje angiogennych czynników
wzrostu do mięśnia sercowego (w postaci genów lub
białek) mają, przynajmniej teoretycznie, przewagę
nad podawaniem ich do naczyń wieńcowych.
Podanie do mięśnia sercowego może odbywać
się przez nasierdzie i wiąże się wtedy z ryzykiem
zabiegu operacyjnego (choć ryzyko to nie jest istot-
ne w przypadku konieczności implantacji bypassów).
Metoda ta może więc zostać wyparta przez iniekcję
do mięśnia sercowego poprzez wsierdzie, dzięki za-
stosowaniu cewnika. Skuteczność tej mniej inwazyj-
nej metody potwierdzono już w badaniach na mode-
lu zwierzęcym i przeprowadzonych u ludzi [17–19].
Na modelu zwierzęcym (świnie z przewlekłym
niedokrwieniem mięśnia sercowego) wykazano, że
dzięki selektywnej regulowanej ciśnieniem infuzji
wstecznej żył wieńcowych zwiększa się (w porów-
naniu z infuzją do tętnicy wieńcowej) wiązanie tkan-
kowe fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF-2,
inaczej bFGF, fibroblast growth factor). Potwierdze-
niem skuteczności tej metody było wykazanie lep-
szej perfuzji i kurczliwości oraz większej liczby











Rycina 1. Strategie przyjmowane w celu osiągnięcia kar-
dioprotekcji poprzez terapeutyczną angiogenezę
Figure 1. Strategies adopted in order to achieve cardio-
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Rycina 2. Metody usprawniania angiogenezy
Figure 2. Angiogenesis improving methods
Rycina 3. Sposoby podawania cytokin w celu pobudzenia angiogenezy
Figure 3. Cytokines administering methods aiming angiogenesis stymulation
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kolaterali w pośmiertnej angiografii i większej gę-
stości kapilar w niedokrwionej części mięśnia ser-
cowego w grupie z infuzją wsteczną FGF-2 w po-
równaniu z grupą z infuzją dotętniczą [10].
Randomizowane i kontrolowane chirurgicznie
doświadczenia z okołonaczyniowym podaniem
bFGF (10 lub 100 µg) przy użyciu mikrokapsułek
implantowanych w podnasierdziową tkankę tłusz-
czową udowodniły bezpieczeństwo i użyteczność tej
metody u pacjentów poddawanych zabiegowi pomo-
stowania aortalno-wieńcowego [11].
Udowodniono również skuteczność śródprzydan-
kowych infuzji za pomocą minipompy u zwierząt [20, 21].
Próbowano także dostarczać adenowirusy ko-
dujące cytokiny proangiogenne (naczyniowy czyn-
nik wzrostu śródbłonka — VEGF165) do osierdzia
u psa, jednak nie uzyskano spodziewanego efektu [14].
Ciągle jeszcze nie ma pewności  dotyczącej nie
tylko optymalnego sposobu, ale i miejsca podania leku
w terapeutycznej angiogenezie. Nie wiadomo, czy
należy go dostarczyć w samo centrum obszaru niedo-
krwionego, na jego obrzeża, czy w rejon niedotknięty
niedokrwieniem, aby tam rozpoczęły wzrost nowe
naczynia. A może w jedno i w drugie miejsce? W ta-
kim przypadku nie trzeba byłoby już martwić się o to,
w jaki sposób dostarczyć lek precyzyjnie w określo-
ne miejsce. Jeśli jednak istnieje potrzeba precyzyjne-
go deponowania leku, to wydaje się, że optymalnym
sposobem na to będzie dotarcie do mięśnia sercowe-
go przez wsierdzie (za pomocą cewnika).
Istnieją doniesienia sugerujące, że potencjalnie
użytecznym trybem leczenia może być zastosowa-
nie pojedynczej dawki, prowadzące do 2–3-tygo-
dniowego wzrostu stężenia angiogennych białek
w ognisku niedokrwienia mięśnia sercowego, bez
zwiększenia ich poziomu w krążeniu systemowym
w celu redukcji ewentualnych odległych skutków
ubocznych [15]. Dzięki terapii genowej można osią-
gnąć taki właśnie tryb leczenia, ponieważ nagie pla-
zmidy DNA i wektory wirusowe zapewniają jedy-
nie przemijającą transfekcję w czasie odpowiednim
do osiągnięcia angiogenezy. Wiadomo jednak, że
podanie do naczyń wieńcowych może być wystar-
czające dla transferu genu adenowirusowego [14],
a nagi plazmid DNA wymaga bezpośredniej iniek-
cji domięśniowej z powodu degradacji przez krążą-
ce nukleazy [22, 23].
Rodzaje cytokin angiogennych stosowa-
nych w kardioprotekcji. Wiele dowodów wska-
zuje, że podanie angiogennych czynników wzrostu
jako rekombinowanych białek bądź poprzez trans-
fer genów skutkuje polepszeniem perfuzji poprzez
neowaskularyzację. Najlepiej poznane i najbardziej
obiecujące cytokiny proangiogenne to: naczyniowy
czynnik wzrostu śródbłonka (VEGF, vascular endo-
thelial growth factor), fibroblastyczny czynnik wzro-
stu (FGF, fibroblast growth factor), insulinopodob-
ne czynniki wzrostu (IGF-I i IGF-II, insulin-like
growth factor), płytkowopochodny czynnik wzrostu
(PDF, platelet-derived growth factor) oraz hepatocytar-
ny czynnik wzrostu (HGF, hepatocyte growth factor).
 Do najlepiej zbadanych związków posiadają-
cych aktywność angiogenną należą: naczyniowy
czynnik wzrostu śródbłonka (VEGF) i fibroblastycz-
ny czynnik wzrostu (FGF).
Badania na zwierzęcych modelach
niedokrwienia serca
Naczyniowy czynnik wzrostu śródbłonka.
Efekt wywoływany przez białko VEGF165 został
zbadany u psów i świń. Pojedyncze dawki podawa-
ne do naczyń wieńcowych okazały się efektywne
u świń, podobnie jak serie dwóch lokalnych iniekcji
za pomocą cewnika, 3- lub 4-tygodniowe śródprzy-
dankowe infuzje za pomocą minipompy, iniekcje do
mięśnia sercowego i 28-dniowe iniekcje do naczyń
wieńcowych u psa. Podanie dożylne było nieefek-
tywne [6, 20, 21, 24, 25].
Iniekcje plazmidu DNA kodującego VEGF165
do mięśnia sercowego, VEGF-2 bądź adenowirusa
kodującego VEGF121 drogą torakotomii u świń
(model „ameroid”) poprawiają funkcję i perfuzję
kolaterali [17, 26–29].
Dostarczanie adenowirusa kodującego VEGF165
do osierdzia psa nie zwiększyło przepływu przez
kolaterale [14].
Fibroblastyczny czynnik wzrostu. Badania
przeprowadzone na psach i świniach wykazały
skuteczność działania białka FGF-2 w przypadku
podawania go do naczyń wieńcowych, do nasier-
dzia w pobliżu naczyń wieńcowych bądź do mię-
śnia sercowego. W tych przypadkach wykazano
większą gęstość tętniczek i włośniczek, zwięk-
szony przepływ przez kolaterale i polepszenie
czynności komór serca (wzrost frakcji wyrzuto-
wej) [3, 5, 12, 30, 31].
Równocześnie stwierdzono brak skuteczności
iniekcji do żył centralnych, spowodowane wiąza-
niem FGF-2 przez receptory płucne (sekwestracja
płucna) [3, 16].
Przeprowadzono mniej doświadczeń z użyciem
transferu genu FGF. Wykazano, że pojedyncza domię-
śniowa iniekcja nagiego DNA kodującego FGF-1
oraz adenowirusowy transfer genu FGF-5 do naczyń
wieńcowych poprawiają przepływ odpowiednio
w kończynie tylnej królika oraz mięśniu sercowym
świni [22, 32].
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Badania kliniczne
Badania kliniczne z użyciem
rekombinowanych białek VEGF i FGF
Początkowe badania kliniczne, w których podawa-
no rekombinowane białko FGF-1 (aFGF) lub FGF-2
(bFGF) do mięśnia sercowego bądź okołoprzydan-
kowo w czasie zabiegu pomostowania, przyniosły
pewne dowody na poprawę w porównaniu ze stanem
wyjściowym bądź po zastosowaniu placebo [33–37].
W dalszych badaniach fazy pierwszej zastoso-
wano podanie do naczyń wieńcowych lub dożylne
VEGF165 lub FGF-2. W większości przypadków
obserwowano znamienną poprawę w zakresie cza-
su ćwiczeń fizycznych oraz perfuzji, a także mniej-
sze bóle wieńcowe w porównaniu ze stanem przed
interwencją. Stało się to podstawą do przeprowa-
dzenia dwóch większych badań fazy II — VIVA
i FIRST [15, 38–43].
W badaniu VIVA (The Vascular Endothelial
Growth Factor in Ischemia for Vascular Angioge-
nesis) porównano dwie dawki białka FGF-1 z pla-
cebo u 178 pacjentów, którym podano pojedynczą
infuzję do naczyń wieńcowych, a następnie trzy
infuzje dożylne. Zasadnicze kryterium oceny, tj.
czas trwania ćwiczenia w ciągu 60 dni, był podob-
ny we wszystkich trzech grupach. Stopień dusz-
ności, jakość życia i perfuzja w ciągu 60 dni nie
różniły się znamiennie między grupami [39, 44, 47].
W badaniu FIRST (FGF-2 Initiating Revascu-
larization Support Trial) porównano pojedynczą
dawkę FGF-2 podaną do naczyń wieńcowych z pla-
cebo u 337 pacjentów. W ciągu 90 dni grupa otrzy-
mująca FGF nie różniła się znamiennie od grupy
otrzymującej placebo pod względem zasadniczego
kryterium oceny — czasu ćwiczenia bądź w wyni-
kach spoczynkowej i wysiłkowej perfuzji. Bóle
wieńcowe pojawiały się nieznamiennie rzadziej
w grupie przyjmującej FGF. Znamienną poprawę
w czasie ćwiczenia po leczeniu FGF wykazano u pa-
cjentów po 65 roku życia [46].
Niepomyślne wyniki badań VIVA i FIRST
w zakresie czasu ćwiczenia podkreślają problem far-
makokinetyki rekombinowanych białek podawa-
nych do przestrzeni naczyniowej, która może pro-
wadzić do nieadekwatnego lokalnego dostarczania
angiogennych czynników wzrostu do niedokrwione-
go mięśnia sercowego, co sugerowały badania
z użyciem znakowanych ligandów [16, 47]. Dlatego
też rozpoczęto badania nad transferem genów cy-
tokin angiogennych.
Badania kliniczne z użyciem
transferu genów VEGF i FGF
Transfekcja za pośrednictwem adenowirusów.
W badaniu transferu genu VEGF121 do mięśnia
sercowego wektor adenowirusowy pierwszej gene-
racji został podany pacjentom poddawanym zabie-
gowi wszczepiania bypassów lub jako jedyny ele-
ment terapii drogą minitorakotomii. W obu grupach
pacjentów stwierdzono poprawę w zakresie objawów,
chociaż perfuzja wywołana stresem nie zmieniła się.
W badaniu AGENT (Angiogenic GENe Therapy) pod-
kreślono jedynie bezpieczeństwo podawania do na-
czyń wieńcowych wektorów adenowirusowych
z genem FGF-4 u chorych z dławicą piersiową. Nie
obserwowano jednak znamiennej poprawy [48, 49].
Transfekcja nagim DNA. W największym
badaniu o najdłuższym okresie obserwacji ocenia-
no 30 pacjentów z oporną dławicą piersiową niekwa-
lifikujących się do konwencjonalnej rewaskularyza-
cji, którym podawano do mięśnia sercowego (na
drodze minitorakotomii) nagie DNA kodujące gen
VEGF165. W ciągu 90 dni tygodniową podaż nitro-
gliceryny zredukowano z 60 do 3,5 tabletki, a czas
ćwiczenia znamiennie się zwiększył. Poprawa do-
tycząca objawów utrzymała się przez 1 rok. Zaob-
serwowano również polepszenie czynności elektro-
mechanicznej lewej komory (left ventricular electro-
mechanical mapping) oraz lepszą spoczynkową
i stresową perfuzję w tomografii emisyjnej pojedyn-
czego fotonu (SPECT, single-photon emission com-
puted tomography) [15, 50, 51].
Doświadczenia związane z transferem genu do
mięśnia sercowego przez nasierdzie w postaci nagie-
go DNA wykorzystano także w innych wieloośrod-
kowych badaniach z użyciem genu VEGF-2 [15].
Częstość dławicy i podaż nitrogliceryny zmniejszy-
ły się, a czas ćwiczeń wzrósł o ponad 2 min [15]. Udo-
kumentowano także poprawę perfuzji, podobnie jak
w badaniach z transferem genu VEGF165 [52, 53].
Pozytywne wyniki pierwszego badania klinicz-
nego z przezskórnym transferem genu do mięśnia
sercowego za pomocą cewnika naczyniowego stały
się podstawą do przeprowadzenia wieloośrodkowe-
go, randomizowanego przeprowadzonego metodą
podwójnie ślepej próby i kontrolowanego placebo
badania transferu genu VEGF-2 z wykorzystaniem
cewnika. Analiza dotycząca 19 pacjentów ujawniła
znamienną poprawę w zakresie klasy dławicy
w porównaniu z placebo. W ponad rocznej obserwa-
cji u 25 osób nie stwierdzono powikłań ani zgonów
po 150 iniekcjach VEGF [18, 54, 55].
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Również w badaniu Euroinject wykazano bezpie-
czeństwo stosowania plazmidu genu phVEGF-A(165)
i wykazano w grupie 40 osób badanych pozytywne
efekty tej terapii pod postacią polepszenia mecha-
niki ścian serca w zakresie obserwowanych seg-
mentów (mimo że nie uzyskano poprawy dotyczą-
cej wysiłkowej perfuzji miokardium).
Skuteczność terapeutycznej angiogenezy moż-
na zwiększyć poprzez podniesienie efektywności
transfekcji nagim plazmidem DNA. W badaniach
przeprowadzonych na zwierzętach wykazano, że
można to osiągnąć, zwiększając objętość bądź ciś-
nienie osmotyczne substancji podawanych podczas
iniekcji domięśniowej lub prowadząc kotransfekcję
genem syntazy prostacykliny. Badania te prowadzo-
no na modelu niedokrwionej kończyny leczonej
transferem genu VEGF lub HGF [56].
Wykazano również, że fale ultradźwiękowe
zastosowane bezpośrednio po iniekcji domięśniowej
wpływają na poprawę wychwytu plazmidu DNA
i mogą zwiększyć ekspresję genu ponad 20 razy [57].
Podanie mioblastów produkujących VEGF
Przydatność szkieletowych mioblastów wytwa-
rzających VEGF w leczeniu ostrego zawału u szczu-
rów badali Suzuki i wsp. [58]. Szkieletowe miobla-
sty szczurów zostały transfekowane ludzkim genem
VEGF165. Badanej grupie szczurów wstrzyknięto
4 miliony takich mioblastów do serca 1 godzinę po
okluzji lewej tętnicy wieńcowej. Ekspresja VEGF
w mięśniu sercowym wzrosła, co skutkowało zwięk-
szoną angiogenezą bez tworzenia guzów nowotwo-
rowych. Przeszczepione mioblasty zróżnicowały się
w sercu gospodarza w wielojądrowe miotuby, roz-
miar zawału znamiennie zmalał, a czynność serca
w badanej grupie poprawiła się. W analizie western-
blott wykazano, że stężenie VEGF w mięśniu ser-
cowym w badanej grupie wzrosło znamiennie po-
między 2 a 14 dniem po transplantacji mioblastów,
z pikiem w dniu 4. Suzuki i wsp. [58] wnioskują, że
we wczesnej fazie zawału efekt kardioprotekcyjny
wywołała wazodylatacja odbywająca się dzięki indu-
kowanej przez VEGF zwiększonej produkcji tlen-
ku azotu, niezależnie od angiogenezy. Angiogene-
za zaś odegrała rolę w późniejszym okresie [59].
Istnieją również doniesienia wskazujące, że
transfer genów za pośrednictwem szkieletowych
mioblastów stale wytwarzających VEGF dzięki
transfekcji retrowirusowej skutkuje powstawaniem
naczyniowych guzów u myszy z defektem immuno-
logicznym. Prawdopodobnie dzieje się tak za sprawą
stałego wytwarzania VEGF i utrzymywania się jego
wysokich stężeń [60].
Inni autorzy sugerują natomiast, że okres
1–2 tygodni wzmożonej ekspresji VEGF (uzyska-
nej za pośrednictwem bezpośredniego transferu
genów do mięśnia sercowego) jest zbyt krótki, aby
powstały guzy nowotworowe, ale wystarczający do
utworzenia naczyń obocznych w niedokrwionym
mięśniu sercowym [50, 61].
Strategia zaprezentowana przez Suzuki i wsp. [58]
może zapewnić odpowiednią wielkość i czas trwa-
nia ekspresji VEGF (ok. 2 tygodnie), potrzebne do
rozwoju funkcjonalnych kolaterali, bez tworzenia
naczyniaków. Odpowiedni poziom ekspresji VEGF
uzyskuje się dzięki przemijającej transfekcji geno-
wej mioblastów, przy użyciu HVJ-liposomów (he-
magglutinating virus of Japan-liposome).
Taka kombinowana strategia przeszczepiania
komórek i terapii genowej może być istotna w le-
czeniu ostrego zawału serca.
Kardioprotekcja niezależna od angiogenezy
z podaniem czynników proangiogennych (FGF-1)
W doświadczeniu z użyciem transgenicznych
myszy, u których obserwowano wzrost ekspresji
FGF-1 w mięśniu sercowym, wykazano działanie
kardioprotekcyjnie [62]. Po okluzji naczynia wień-
cowego zawał serca rozwijał się znacznie wolniej
u myszy transgenicznych niż w grupie kontrolnej.
Autorzy badań wykazali, że było to niezależne od
angiogenezy, a co najmniej częściowo wywołane na
drodze aktywacji konstytutywnej kinazy proteino-
wej (MAP, mitogen activated protein kinase) — do-
kładnie gałęzi ERK-1 i ERK-2. Wzrost ekspresji
FGF-1 w mięśniu sercowym może znamiennie
opóźnić rozwój zawału. Odkrycie zaś, że maksy-
malny rozmiar zawału nie był zmniejszony u my-
szy transgenicznych w porównaniu z grupą kon-
trolną oraz że żywotność komórek jest zwiększo-
na także w izolowanych kardiomiocytach myszy
transgenicznych poddanych niedokrwieniu,
wskazuje, że antyniedokrwienny efekt FGF-1
najprawdopodobniej nie wynika z utrzymanej
perfuzji gęstszej sieci tętniczek u myszy trans-
genicznych [62].
Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF-I
i IGF-II). Wykazano, że IGF-I i IGF-II są silnymi
i bezpośrednimi czynnikami chemotaktycznymi dla
ludzkich komórek śródbłonka. Udowodniono rów-
nież, że laminina, będąca białkiem macierzy zewną-
trzkomórkowej, pełni funkcję permisywną wobec
aktywności chemotaktycznej IGF. Sugeruje się, że
laminina, bądź jej fragmenty, jest obecna w niedo-
krwionym sercu i może współdziałać z egzogennym
IGF w stymulacji angiogenezy [63].
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W doświadczeniach przeprowadzonych na świ-
niach po zawale wykazano, że IGF-I jest najefek-
tywniejszą molekułą poprawiającą czynność mięśnia
sercowego, a także zwiększającą neowaskularyza-
cję w niedokrwionym sercu [64].
Stwierdzono także, że IGF poprawia czynność
mięśnia sercowego zarówno u ludzi zdrowych, jak
i u pacjentów z przewlekłą niewydolnością serca [65, 66].
Osoby z wyższym stężeniem IGF w surowicy bezpo-
średnio po ostrym zawale serca charakteryzują się
lepszą czynnością komór i przebudową mięśnia ser-
cowego od pacjentów z niższym stężeniem IGF-I.
Su i wsp. [63] scharakteryzowali wpływ oddziały-
wania rekombinowanych białek IGF oraz trzeciej ge-
neracji wektorów adenowirusowych kodujących geny
IGF-I lub IGF-II na apoptozę kardiomiocytów i angio-
genezę. Wykazano, że komórki śródbłonka hodowane
w obecności zewnątrzkomórkowego białka lamininy
zareagowały na białko IGF-I i IGF-II zwiększoną mi-
gracją komórek i pączkowaniem komórek śródbłonka.
Wydaje się, że transfer genu IGF-I i IGF-II to
dobry sposób lokalnego dostarczania IGF w celu
leczenia choroby niedokrwiennej serca i niewydol-
ności serca poprzez stymulację angiogenezy i ochro-
nę kardiomiocytów przed apoptozą.
Płytkowopochodny czynnik wzrostu (PDGF).
Wykazano, że istnieje komunikacja za pośrednic-
twem PDGF-AB między komórkami śródbłonka
drobnych naczyń serca (CMECs, cardiac microvascu-
lar endothelial cells) a sąsiadującymi kardiomiocyta-
mi. Kardiomiocyty pobudzają CMECs do produkcji
izoformy PDGF-B, która łączy się z produkowaną
konstytutywnie izoformą PDGF-A w heterodimer
PDGF-AB. Skutkuje to kaskadą molekularnych
przemian, które utrzymują integralność naczyń,
m.in. śródbłonkową ekspresję VEGF i receptora dla
VEGF (VEGFR-2, Flk-1) [67].
W doświadczeniach przeprowadzonych in vivo
dowiedziono, że podanie do mięśnia sercowego
PDGF-AB minimalizuje rozmiar późniejszego zawa-
łu i promuje angiogenezę w starszych sercach
szczurzych (starsze serca mają bowiem osłabioną
możliwość angiogenezy, m.in. jako skutek zmniej-
szonej produkcji PDGF-B). Przywrócenie rozregu-
lowanego śródbłonkowego szlaku angiogenezy
z PDGF jako mediatorem przywraca w starszych
sercach osłabioną kardioprotekcyjną funkcję angio-
genezy i staje się podstawą rozwoju nowatorskich
metod terapii w schorzeniach sercowo-naczynio-
wych u starszych osobników [68].
Hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF).
Wykazano, że HGF jest unikalnym czynnikiem
wzrostowym: daje efekt antyzwłóknieniowy i angio-
genny, dlatego potencjalnie może być wykorzysta-
ny w leczeniu kardiomiopatii. Hepatocytarny czyn-
nik wzrostu stymuluje degradację kolagenu przez
jedną z metaloproteinaz (MMP-1, matrix metallopro-
teinase 1), urokinazowy aktywator plazminogenu
(uPA, urokinase plasminogen activator) i kolagena-
zę, a także hamuje ekspresję transformującego czyn-
nika wzrostu (TGF, transforming growth factor), co
skutkuje zahamowaniem syntezy kolagenu i procesu
włóknienia. Hepatocytarny czynnik wzrostu stymu-
luje ponadto ekspresję mRNA ets-1 w fibroblastach.
Ets to rodzina istotnych czynników transkrypcyjnych
dla angiogenezy i waskulogenezy. Przedstawiciele
rodziny ets odgrywają istotną rolę w regulacji eks-
presji genów w odpowiedzi na różne sygnały rozwo-
jowe i mitogenne [69, 70].
Wydaje się, że angiogenna aktywność HGF
w dużej mierze zależy od szlaku ets, ponieważ ro-
dzina ets aktywuje transkrypcję genów dla proteaz
degradujących macierz zewnątrzkomórkową (kola-
genaza 1, stromelizyna, uPA), a sam HGF pobudza
aktywność ets i białka ets-1 w zawale serca. Praw-
dopodobnie aktywacja ets może regulować zarów-
no angiogenną, jak i antyzwłóknieniową aktywność
HGF [69, 71].
Eksperymenty in vivo dowodzą, że transfekcja
genu HGF do mięśnia sercowego chomików z wro-
dzoną kardiomiopatią stymuluje przepływ krwi po-
przez wywoływanie angiogenezy i redukcję zwłók-
nienia. Wykazano, że lokalne stężenie endogenne-
go HGF w mięśniu sercowym u chorych chomików
jest zmniejszone w porównaniu ze stężeniem
u osobników zdrowych. Może to być spowodowane
działaniem supresyjnym na produkcję HGF, które
wykazuje angiotensyna II i TGFb [69, 72].
W opisywanym doświadczeniu nie udało się
dowieść wpływu transferu genu HGF na dysfunk-
cję serca, ponieważ w tym stadium choroby
(20-miesięczne chomiki z kardiomiopatią) nie można
jej jeszcze obserwować, być może uda się to w przy-
szłości w badaniach przeprowadzonych wśród star-
szych zwierząt [69].
Kardioprotekcja i angiogeneza
terapeutyczna bez użycia cytokin
Przeszczepianie śródbłonkowych
komórek progenitorowych (EPCs)
Ilość komórek śródbłonka zdolnych do odpo-
wiedzi na podane cytokiny angiogenne może ogra-
niczać efektywność terapeutycznej angiogenezy.
Dlatego też zwiększanie reaktywności komórek
śródbłonka i zwiększanie produkcji bądź dostępno-
ści śródbłonkowych komórek progenitorowych
(EPCs, endothelial progenitor cells) stanowią racjo-
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nalne sposoby terapeutycznej angiogenezy [73–76].
Strategia podawania powiększonych populacji ko-
mórek progenitorowych śródbłonka wyizolowanych
z krwi pacjenta wydaje się obiecująca. Śródbłonkowe
komórki progenitorowe w niedokrwionym mięśniu
sercowym różnicują się w dojrzałe komórki śródbłon-
ka. Po użyciu tej metody w niedokrwionym mięśniu
sercowym szczura następuje poprawa neowaskulary-
zacji, zachowanie czynności lewej komory oraz zaha-
mowanie włóknienia mięśnia sercowego [77–79].
Opracowano metodę, dzięki której zostały po-
konane podstawowe przeszkody w przeszczepianiu
EPCs pacjentom. Zredukowano liczbę EPCs dzięki
dostarczaniu ich bezpośrednio do niedokrwionego
mięśnia sercowego, jednocześnie po raz pierwszy
udowodniono skuteczność autologicznego prze-
szczepu EPCs [79]. Wcześniej podawano ludzkie
EPCs zwierzętom z deficytem immunologicznym,
aby zapobiec odrzucaniu przeszczepu [78, 80].
U świń, u których wykonano przezskórną transplan-
tację EPCs do mięśnia sercowego za pomocą cew-
nika, uzyskano histopatologiczne, angiograficzne
i funkcjonalne dowody zwiększonej angiogenezy
w niedokrwionym mięśniu sercowym [79].
Istnieją także sposoby zwiększenia efektywno-
ści działania EPCs. Wykazano, że transfer ex vivo
mysiego VEGF164 zwiększa aktywność prolifera-
cyjną Epos, a także adhezję i wbudowywanie się
tych komórek w spoczynkową bądź aktywowaną
pojedynczą warstwę komórek śródbłonkowych
[81, 82]. Stwierdzono ponadto, że VEGF zwiększa
liczbę krążących EPCs. Efekt ten udokumentowa-
no u myszy i ludzi [83–85].
Prekondycjonowanie
Hipoksyczne prekondycjonowanie. Pojawi-
ły się doniesienia, że hipoksyczne prekondycjono-
wanie stymuluje angiogenezę w mięśniu sercowym
na drodze zależnej od aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB [86].
W badaniach przeprowadzonych na szczurach
wykazano, że hipoksyczne prekondycjonowanie sty-
muluje angiogenezę w mięśniu sercowym w stop-
niu wystarczającym do zapewnienia znamiennej kar-
dioprotekcji w modelu zawału serca przechodzącym
w niewydolność serca poprzez znamiennie większą
gęstość włośniczkową, perfuzję i rezerwę skur-
czową mięśnia sercowego [87].
Niedokrwienne prekondycjonowanie. Na
zwierzęcym modelu zawału serca wykazano, że ki-
naza fosfokreatynowa (PKCepsilon) ulega transloka-
cji do jądra komórkowego po 10 min niedokrwienia,
wzrasta ekspresja mRNA VEGF, a rozmiar zawału
zmniejsza się wraz ze wzrostem angiogenezy [88].
Udowodniono także skuteczność niedokrwien-
nego prekondycjonowania u ludzi: Wykazano, że
24 godziny po indukowanym ćwiczeniami niedo-
krwieniu mięśnia sercowego występuje u człowieka
zwiększona tolerancja późniejszego niedokrwienia.
Czas wystąpienia i stopień tej protekcji oraz jej nie-
zależność od rekrutacji kolaterali odpowiada zjawi-
sku późnego prekondycjonowania [89].
Statyny
Wykazano, że statyny promują aktywację se-
rynowo/treoninowej kinazy proteinowej (Akt)
w komórkach śródbłonka, co prowadzi do fosfory-
lacji śródbłonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS, en-
dothelial nitric oxide synthase) i wzrostu produkcji
tlenku azotu. Wpływ statyn na angiogenezę jest
dwufazowy: małe stężenia promują, duże — hamują
angiogenezę. Małe stężenia statyn chronią komór-
ki śródbłonka przed apoptozą, promują formowanie
włośniczkopodobnych struktur w żelu matrix (ma-
trigel) na drodze zależnej od Akt. Duże dawki sta-
tyn są toksyczne [90, 91]. Statyny zwiększają mo-
bilizację śródbłonkowych komórek progenitoro-
wych (EPCs) ze szpiku do nowo wytworzonych
naczyń krwionośnych na drodze zależnej od kinazy
fosfatydyloinozytolowej i serynowo/treoninowej
(PI3K/Akt), co sugeruje kolejny, zależny od Akt
proangiogenny mechanizm działania statyn. Po-
dobną mobilizację EPCs zaobserwowano także
u pacjentów ze stabilną chorobą wieńcową [92–94].
Zwiększoną angiogenezę wykazano też
u królików leczonych simwastatyną, również tu-
taj efekt ten uzyskano poprzez aktywację naczy-
niowej Akt [90].
Mimo działania proangiogennego nie ma dowo-




Podanie cytokin proangiogennych wiąże się
z pojawieniem się wielu działań niepożądanych. Me-
chanizm wystąpienia i sposoby uniknięcia części
z nich już poznano, ale czas obserwacji organizmów
poddawanych terapeutycznej angiogenezie jest zbyt
krótki, aby z całą pewnością stwierdzić, z jakimi
jeszcze objawami ubocznymi terapii można się spo-
tkać, a jakich udało się uniknąć.
Najlepiej znane są działania niepożądane wywo-
łane przez białka proangiogenne związane z ich dzia-
łaniem ogólnoustrojowym:
— użycie białka FGF może wywoływać proteinu-
rię, anemię i trombocytopenię [96, 97];
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— parenteralne podanie białka VEGF lub FGF-2
może wywołać spadek ciśnienia tętniczego
z powodu wzmożonej produkcji syntazy tlen-
ku azotu; powikłanie to nie zostało opisane
w przedklinicznych ani klinicznych badaniach
nad transferem genu [15, 97, 98];
— tworzenie naczyniaków stwierdzane po poda-
wanych zbyt długo lub lokalnie nadmiernych
dawkach VEGF u myszy i szczurów; zjawiska
tego nie obserwowano u ludzi [15, 60, 99];
— istnieje też grupa takich działań niepożądanych,
których wystąpienie jest potencjalnie możliwe
i dyskutowane ze względu na niejednoznaczne
wyniki badań lub zbyt krótki czas obserwacji.
Przykładem może być przyspieszenie procesu
miażdżycowego lub aktywacja procesu nowo-
tworowego.
W naczyniu z uszkodzonym funkcjonalnie
śródbłonkiem z komórek obecnych w błonie we-
wnętrznej naczynia (intimie) tworzy się nowa bło-
na wewnętrzna (neointima). Większość badaczy
uważa, że są to uaktywnione komórki mięśni gład-
kich naczyń, migrujące z błony środkowej i prolife-
rujące w błonie wewnętrznej. Uważa się, że proces
ten jest aktywowany wieloma czynnikami i że przy-
pomina w przebiegu spaczony (w wyniku upośledze-
nia funkcji lub braku śródbłonka) proces angioge-
nezy [100, 101].
Pojawiło się więc podejrzenie, że innym poten-
cjalnym powikłaniem jest postępujące zagęszczanie
uszkodzonej błony wewnętrznej z powodu wpływu
podawanych cytokin angiogennych na naczynia na-
czyń, a mitogenne działanie czynników wzrostu
może przyspieszyć ekspansję lub destabilizację
blaszki miażdżycowej [102, 103]. Nie jest to jednak
jedyny pogląd na ten temat. Inni badacze donoszą
o skutkach wprost przeciwnych, a więc o redukcji
zagęszczenia błony wewnętrznej poprzez przyspie-
szenie nadpełzania komórek śródbłonka [104, 105].
Wobec wymienionych powyżej działań niepo-
żądanych pojawiających się w przypadku podania
białek proangiogennych na uwagę zasługują naj-
nowsze badania kliniczne, takie jak Euroinject czy
kolejne badania serii AGENT (Angiogenic GENe
Therapy), wykazujące bezpieczeństwo proangio-
gennej terapii genowej w stabilnej chorobie wień-
cowej [106–108].
Bezpieczeństwa tego nie należy jednak traktować
jako ostatecznie udowodnionego — niezbędna jest dal-
sza obserwacja odległych efektów terapii, zwłaszcza
w przypadku pojawienia się ewidentnych dowodów
na usprawnienie angiogenezy w badanej grupie.
Szczególną ostrożność należy zachować ze
względu na potencjalne ryzyko aktywacji procesu
nowotworowego, w którym angiogeneza odgrywa
kluczową rolę (nie jest bowiem możliwy rozwój guza
bez aktywacji angiogenezy). Co prawda, dotychczas
nie posiadamy danych z badań in vitro bądź in vivo
wskazujących, że metody terapeutycznej angioge-
nezy zwiększają ryzyko wzrostu nowotworowego
bądź przerzutów, ale do wyjaśnienia tego problemu
konieczne jest przeprowadzenie badań klinicznych
o dłuższym okresie obserwacji [15].
Biorąc pod uwagę aktualny stan wiedzy, nie
można jednoznacznie powiedzieć, że terapia angio-
gennymi czynnikami wzrostowymi nie będzie wy-
woływała efektów niepożądanych pod postacią przy-
spieszenia procesów miażdżycowych lub destabili-
zacji blaszki miażdżycowej, aktywacji procesów
nowotworowych bądź przyspieszenia retinopatii.
Pomimo tych wątpliwości wyniki takich badań, jak
Euroinject i AGENT stwarzają podstawę do dalszych
badań klinicznych, a pozytywne tendencje obserwo-
wane w badanych grupach dają nadzieję na zasto-
sowanie terapii angiogennej w praktyce klinicznej,
jako uzupełniającej metody leczenia pacjentów
z chorobą niedokrwienną serca.
Wydaje się, że stwierdzenie jedynie tendencji
do poprawy w tych i innych badaniach z zastosowa-
niem tylko jednego czynnika proangiogennego po-
twierdza przypuszczenie, że zastosowanie kliniczne
powinny znaleźć raczej nie pojedyncze cytokiny, ale
połączenia różnych czynników proangiogennych
z dodatkowym zastosowaniem bodźców zwiększa-
jących ich regionalną ekspresję i biodostępność oraz
stymulacja angiogenezy bez użycia cytokin.
Taki rodzaj terapii może w przyszłości zapew-
nić stymulację angiogenezy i ochronę kardiomiocy-
tów przed apoptozą na poziomie pozwalającym sku-
tecznie zwalczać chorobę niedokrwienną serca.
Niezbędne są więc dalsze badania w celu usta-
lenia optymalnych dawek, dróg podania i kombinacji
czynników wzrostowych, służących terapeutycznej
angiogenezie oraz obserwacji jej odległych skutków.
Streszczenie
Nowoczesna eksperymentalna strategia leczenia niedokrwienia mięśnia sercowego polega na wy-
woływania neowaskularyzacji przy użyciu mediatorów indukujących angiogenezę. Najczęściej
stosowanymi cytokinami angiogennymi są: naczyniowy czynnik wzrostu śródbłonka (VEGF),
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fibroblastyczny czynnik wzrostu (FGF), insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF), płytkowopo-
chodny czynnik wzrostu (PDGF) i hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF). Podaje się je dożylnie
bądź miejscowo do mięśnia sercowego, do osierdzia, do naczyń wieńcowych, śródprzydankowo
oraz okołonaczyniowo. Cytokiny angiogenne stosuje się także w postaci transferu genów za
pośrednictwem adenowirusów, podawania nagiego DNA bądź mioblastów produkujących czyn-
niki wzrostowe. Ostatnio dużo miejsca poświęca się zagadnieniom kardioprotekcji i angioge-
nezy terapeutycznej bez użycia cytokin, za pośrednictwem przeszczepiania śródbłonkowych
komórek progenitorowych oraz wykorzystania hipoksycznego oraz niedokrwiennego  prekondy-
cjonowania. (Folia Cardiol. 2005; 12: 713–725)
angiogeneza, kardioprotekcja, prekondycjonowanie, terapia genowa, VEGF, FGF,
IGF, PDGF, HGF, śródbłonkowe komórki progenitorowe
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